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摘要 
摘 要 
阿尔茨海默症（Alzheimer ’ s Disease, AD）是最常见的痴呆类神经退行性疾
病。近年来，越来越多的研究表明，作为中枢神经系统的固有免疫效应细胞，小
胶质细胞所介导的炎症反应在 AD 的发生和发展过程中发挥重要作用。在脑内，
DAP12（DNAX-activating protein of 12kDa）作为重要的接头蛋白分子介导
TREM2、SIRPβ1、CR3 等多种受体的胞内信号传导过程，参与炎症、吞噬等过
程。DAP12 突变体缺失正常功能后会导致 Nasu-Hakola 病（Nasu-Hakola Disease, 
NHD）。在 AD 病人脑内，DAP12 水平显著上调，提示 DAP12 可能在 AD 发生
发展过程中发挥着重要作用，但是目前其分子机制尚不清楚。因此，本研究以
BV2 小胶质细胞作为研究对象，探讨 Dap12 在细菌脂多糖（Lipopolysaccharide, 
LPS）诱导的炎症反应中的作用，及其对凋亡神经元的吞噬功能的影响。我们发
现，相对于星形胶质细胞及神经元，Dap12 主要表达于小胶质细胞。尽管 LPS
显著下调 Dap12 相关受体 Trem2 的 mRNA 水平，但是 Dap12 的转录水平并没有
显著的改变。我们进一步观察Dap12是否影响小胶质细胞对 LPS刺激的敏感性，
结果显示：在 Dap12 被敲低后，细胞对于 LPS 刺激的反应更为强烈，促炎因子
白介素 1（Interleukin-1β, IL-1β）、白介素 6（Interleukin-1, IL-6）等显著上调，
与此同时，细胞内 JNK 信号通路显著激活。我们进一步利用 JNK 抑制剂处理 BV2
细胞，发现该抑制剂可以显著逆转 Dap12 下调所导致的炎症因子表达升高，而
ERK 抑制剂则没有该效应。这些结果提示：Dap12 可特异性通过 JNK 信号通路
对 LPS 诱导的炎症反应产生抑制性影响。此外，我们还采用流式细胞分析技术
探索 Dap12 在小胶质细胞吞噬凋亡 N2a 细胞过程中的作用，发现 Dap12 对细胞
吞噬功能未产生显著的影响。 
综上所述，本研究结果表明 Dap12 可以特异性通过 JNK 信号通路抑制 LPS
诱导的 BV2 小胶质细胞的炎症反应，因而 DAP12 在 AD 发病过程中可能起到一
定的保护性作用。本研究初步提示了 DAP12 在小胶质细胞中的功能，为进一步
探讨 DAP12 在 AD 发病过程中的重要奠定了前期基础。  
 
关 键 词 : 阿 尔 茨 海 默 症 ； 小 胶 质 细 胞 ； DAP12 ； 炎 症 ； 胞 吞 作 用
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ABSTRACT 
Abstract 
Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of progressive 
neurodegenerative disease. Microglia are the resident immune cells in the central 
nervous system. Mounting evidence has demonstrated that microglia play an 
important role in the pathagenesis of AD. DNAX-activating protein of 12kDa (DAP12) 
is a crucial adaptor protein for multiple cell surface receptors and transduces signaling 
involved in inflammation and phagocytosis. Loss-of-function mutations of DAP12 
result in Nasu-Hakola Disease. Moreover, the protein levels of DAP12 are 
significantly increased in the brain of Late-Onset AD patients (LOAD), suggesting 
that DAP12 may play a role in pathagenesis and progression of LOAD. Herein, we 
investigate the function of Dap12 in lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammation 
and phagocytosis of apoptotic N2a in BV2 microglia cells. We found that Dap12 is 
predominantly expressed in microglia but not neuron or astrocytes within the brain. 
The expression of Trem2, one of the cell surface receptor that binds to Dap12, was 
downregulated by LPS stimulation. However, LPS had a minimal effect on the 
expression of Dap12. Intriguingly, downregulation of Dap12 exacerbated 
LPS-induced expression of pro-inflammatory genes, such as Interleukin-1β and 
Interleukin-6. Moreover, LPS-induced JNK phosphorylation was significantly 
enhanced with the knockdown of Dap12. The increased expression of 
pro-inflammatory cytokines was remarkably inhibited by JNK inhibitor but not ERK 
inhibitor, suggesting that Dap12 negtively regulates LPS-induced inflammation 
through JNK signaling pathway. However, our studies showed that neither Dap12 
knockdown nor DAP12 overexpression affects phagocytosis of apoptotic N2a by BV2 
cells. Taken together, our study demonstrates that Dap12 has minimal effect on 
phagocytosis activity of microglia cells, but it negatively regulates LPS-induced 
inflammation via JNK signaling pathway. Our data indicate that DAP12 might play 
important roles in AD pathogenesis by modulating the inflammatory responses. 
Key words: Alzheimer’s disease; microglia; DAP12; inflammation; phagocytosis
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英文缩略词 
英文缩略词 
  
英 文 缩
写 
英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s Disease 阿尔茨海默症 
AKT receptor serine/threonine kinases 苏氨酸激酶 
ApoE Apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
APP β-Amyloid Precursor Protein β-淀粉样前体蛋白 
Aβ β-Amyloid β-淀粉样蛋白 
BACE β-Site APP cleaving enzyme β-位 APP 切割酶 
Cdk5 Cyclin dependent kinase 5 细胞周期依赖性蛋白激酶 5 
cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
CR3 Complement receptor-3 补体受体 3 
DAP12 TYRO protein tyrosine kinase-binding protein 酪氨酸激酶结合蛋白 
DC Dentritic cell 树突状细胞 
ECL Enhanced chemiluminescence 强显剂 
Erk extracellular regulated protein kinases 细胞外调节蛋白激酶 
FAD Familial AD 家族性 AD 
FcR Fc Receptor Fc 受体 
GSK3β Glycogen synthase kinase 3β 糖原合成酶激酶 3 
Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 钙离子结合街头分子 
IFN Interferon 干扰素 
IL-1β Interleukin-1β 白介素 1-β 
IL-6 Interleukin-6 白介素 6 
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英文缩略词 
iNOS Inducible nitric oxide-synthase NO 合成酶 
ITAMs immunoreceptor tyrosine-based activation 
motif 
酪氨酸依赖的免疫受体激活基
序 
ITIMs immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 酪氨酸依赖的免疫受体抑制基
序 
IκBα Receptor Ihibitor of Nuclear Factor κ B NFκB 抑制因子 
JNK c-Jun N-terminal kinase c-Jun 蛋白激酶 
LOAD Late-onset AD 晚发型 AD 
LPS lipopolysaccharide 脂多糖 
MAPK Mitogen activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 
MHC Major histocompatibility complex 主要组织相容性复合体 
MS muscular dystrophy 肌肉萎缩症 
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 
88 
髓样分化因子 
NHD Nasu-Hakola Disease Nasu-Hakola 病 
NF-κB nuclear factor kappa B 核转录因子 
NKp44 NK cell protein 44 自然杀伤细胞蛋白 44 
NSAIDs Non steroidal anti inflammatory drugs 非甾醇类抗炎药物 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PI3K Phosphatidylinositol-3 kinase 磷脂酰 3 羟激酶 
PKC Protein kinase C 蛋白激酶 C 
PLC Phospholipase C 磷脂酶 C 
PS Presenilin 早老素蛋白 
RAGE Receptor for advanced glycosylated end 
products 
晚期糖基化终产物受体 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
英文缩略词 
RANK Receptor Activator of Nuclear Factor κ B NFκB 激活因子 
SH2 Src homology-2 Src 同源分子 2 
SIRPβ Signal regulatory protein-β 信号调节蛋白 
SLE systemic lupus erythematosus 系统性红斑狼疮 
SNAP25 Synaptosomal-associated protein 25 突触相关蛋白 25 
Syk Spleen tyrosine kinase 脾酪氨酸激酶 
TLR Toll-like receptor Toll 样受体 
TNF-α Tumor Necrosis Factor 肿瘤坏死因子 
TREM2 triggering receptor expressed on myeloid 2 表达于髓细胞上的触发受体 
ZAP70 Zeta-chain-associated protein kinase 70 δ 链相关蛋白激酶 70 
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第一章 前言 
1.1 阿尔茨海默症 
1.1.1 阿尔茨海默症概述 
阿尔茨海默症（Alzheimer’s Disease, AD），是一种以渐进性痴呆为主要特
征的常见神经退行性疾病。该病主要在患病中后期得到诊断。超过 65 岁的人群
中约有 7-10%的人患有AD，而超过 80岁的人群中罹患该病的人数高达 40%[1] 。
目前随着经济及社会的发展，人类对于健康的重视度也逐步增加，未来可能有更
多的 AD 病人得到诊断。 
AD 的发展主要是由于大脑皮层、海马、前脑等部分脑区神经元损伤及死亡
所引起[1-3]。在疾病发病初期，病人表现为短期记忆缺失及语言认知功能障碍。
随后，便会出现妄想症、错觉及社交紊乱等，最后出现 Aβ 淀粉样斑及神经纤维
缠结等病理特征，并伴随运动肌感知功能损伤。 
自德国精神病学家 Alois Alzheimer 首次报导 AD 疾病至今，100 多年来，阿
尔茨海默症仍未被完全认识。除了年龄以外，高胆固醇及糖尿病也可以增加罹患
AD 的风险[4,5]。AD 主要有两种类型：早发型 AD 和晚发型 AD。早发型 AD 仅
占 AD 病人总数的 5%左右，主要是由于淀粉样前体蛋白（Amyloid Precursor 
Protein, APP）或早老素 1（Presenilin 1, PSEN1）、早老素 2（Presenilin 2, PSEN2）
基因的突变所导致，发病年龄一般在 65 岁以下，但也有一些严重的突变会导致
疾病发病时间提前至 20-40 岁[6]。晚发型 AD 也称为散发型 AD，为主要的 AD
类型，它的发病并不与 APP、PSEN1、PSEN2 的突变相关，目前熟知的为载脂蛋
白 E4（Apolipoprotein E4, ApoE4）可以增加罹患晚发型 AD 的风险。另外，TREM2
是新英格兰杂志报导的、晚发型 AD 的新风险性基因，该基因突变也可以增加患
病几率，其中 R47H 突变优势比约为 2.92，与 APOEε4的优势比相近[7,8]。 
1.1.2. 阿尔茨海默症病理学特征 
    阿尔茨海默症主要有两个病理学特征：神经纤维缠结及淀粉样斑（图 1-1），
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这些病理特征主要出现在大脑皮层、海马等部位[9]。 
 
图 1-1： 阿尔茨海默症的病理学特征 
Figure 1-1: Neuropathological hallmarks of AD 
AD 病人脑切片：左图为淀粉样斑，右图为神经纤维缠结，标尺：62.5 µM 
图片来源：LaFerla & Oddo (2005) Trends Mol Med. 
1.1.2.1. 神经纤维缠结 
    神经纤维缠结主要是由微管相关蛋白（Microtubule-associated Protein, Tau）
过度磷酸化在胞内聚集而成。生理条件下，Tau 蛋白可以与微管蛋白一起在轴突
的形成及稳定过程中发挥重要作用[10-12]。此外，Tau 还与细胞膜及微丝相互作用
在细胞骨架形成及运输等方面发挥着重要功能[13-15]。除此之外，2010 年，Ittner
实验室研究报导发现 Tau 在树突形成过程中起到一定作用，并且这一作用并不依
赖于 Tau 与微管的相互作用[16]。Tau 蛋白在与微管的相互作用中主要受 Tau 蛋白
的磷酸化所调节，参与 Tau 蛋白磷酸化的激酶主要有：糖原合成激酶 3β（Glycogen 
Synthase Kinase 3β, GSK3β）也称 Tau 蛋白磷酸酶 1、周期依赖性蛋白 5（Cyclin 
Dependent Kinase 5, Cdk5）、有丝分裂原激酶（Mitogen Activated Protein Kinase, 
MAPK）等[17,18]。而在 AD 病理条件下，Tau 蛋白被过度磷酸化，使其失去与微
管相互作用的能力，进而不能稳定微管结构。另外，过度磷酸化的 Tau 蛋白还会
聚集形成双螺旋结构[19]，最后在神经元细胞内形成神经纤维缠结。微管动力学的
改变引起轴突转运功能紊乱或其他功能丧失，它们与神经纤维缠结形成引起的有
毒功能综合起来最终导致神经元的死亡[17,20-23]。神经元死亡后，神经纤维缠结被
释放至胞外，使得细胞外也可以检测到神经纤维缠结[24]。 
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    已有证据显示在 AD 病人脑内蛋白磷酸酶 2A 的活性降低，该磷酸酶主要负
责 Tau 蛋白的去磷酸化[4,18,25]。但是，Tau 蛋白的过度磷酸化是否与 Tau 的去磷
酸化水平降低或/和 Tau 相关激酶活性增强相关，到目前为止仍不清楚[26]。目前
Tau 假说认为神经纤维缠结的形成导致神经元的缺失进而起始了 AD 疾病的发
生。然而，也有一些研究结果不支持该假说。Tau 的过度磷酸化及缠结的发生并
不局限于 AD 疾病[27,28]，在其他退行性疾病中如 Tau 疾病额颞叶痴呆等也会出现
Tau 蛋白的聚集[29]。另外对于 Tau 是否能够引起淀粉样斑的产生也不清楚。但是
2007 年，Roberson 及其同事们研究发现，Tau 蛋白可以介导 β 淀粉样蛋白
（β-Amyloid, Aβ）所引起的认知障碍及兴奋性损伤。研究者在 APP 转基因小鼠
中降低内源性 Tau 的水平可以阻止 Aβ 及兴奋性损伤引起的神经元功能障碍进而
改善老鼠的行为，但是 Aβ 的水平并没有显著改变[30]。关于这一挽救的具体机制
目前仍不清楚，但是 Vossel 认为这可能与阻止 Aβ 引起的轴突运输缺陷有关[31]。
当用 Aβ 寡聚体处理原代海马神经元时可以迅速抑制线粒体轴突运输及神经营养
因子受体（Tyrosine Kinase, TrkA）的表达，而在 Tau  -/- 及 Tau  +/- 的小鼠神经
元中，Aβ 寡聚体则不能抑制线粒体轴突运输及神经营养因子受体 TrkA 的表达水
平[31]。此外，Tau 还可以促进 Src 家族激酶 Fyn 募集到 N-甲基-D-天冬氨酸受体
（N-methyl-D-aspartic Acid Receptor, NMDA）受体进而磷酸化 NMDA 受体使其
对 Aβ 更为敏感[16]。 
1.1.2.2 Aβ 淀粉样斑 
    与神经纤维缠结不同，淀粉样斑是在脑血管基膜中可以检测到的胞外沉积。
淀粉样斑主要成分为Aβ多肽，Aβ蛋白主要是由APP蛋白经 β-分泌酶（β-Site APP 
cleaving enzyme, BACE-1）及 γ-分泌酶顺序切割而产生。淀粉样斑又可以分为神
经炎性淀粉样斑及弥散性淀粉样斑。神经炎性淀粉样斑为球状淀粉样斑，不仅包
含纤维状的 Aβ 同时也包含一些非纤维化的 Aβ，另外还含有退化的轴突及神经
突等[9]。另外研究者在淀粉样斑中或者周围还发现了激活的小胶质细胞及星形胶
质细胞的存在[32-35]。而弥散性淀粉样斑主要存在于小脑中[36]，它主要是由非纤维
化的 Aβ 蛋白组成[37,38]，因此弥散性淀粉样斑的水平更可以代表 AD 疾病的起始
阶段[37,39]。神经炎性淀粉样斑只存在于 AD 病人脑中，但是弥散性淀粉样斑不仅
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